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Summary: Fresh autogenous bone graft is generally considered to be the most 
effective procedure for the repair of bone defects. However， there are some problems such 
as donor site morbidity and limited quantities. For these reasons， extensive research on 
bone substitutes has been done. Bone morphogenetic protein CBMP) induces differentiation 
of mesenchymal-type cells into cartilage and bone even in xenogeneic extraskeletal sites 
However， an appropriate carrier is. thought to be required when applied clinically because 
BMP alone does not induce large amounts of bone formation because of its rapid diffusion. 
This preliminary report presents xenogeneic osteogenesis in mice using bone substi四
tutes which consisted of BMP and atelocollagen CAC) derived from bovine bones alone. 
The bovine BMP was purified by utilizing extraction from the demineralized bone 
matrix CDBM) with 4M guanidine/HCl， followed by differential precipitation， gel filtration 
and heparin affinity chromatography. The finally obtained heparin-bound fraction CH -B) 
consisted mainly of Mr 22，000 and 18，500 components. Bone AC and pepsinized bone matrix 
residue gelatin CBMG) were prepared from the guanidine/HCl-extracted DBM by pepsin 
digestion and differential precipitation . 
Intramuscular injection of the crude BMP with bone AC solution resulted in reproduc-
ible bone induction， and its increase was dose-dependent on the concentration of the AC 
solution between 0% to 0.5%， followed by a plateau up to 1.0%. However， intermuscular 
implantation of H -B and bone AC resulted in bone formation only around the periphery of 
the implant. Moreover， an implant of H -B and BMG induced only slight bone formation 
resulting from possibly rapid diffusion of BMP. In contrast， an implant of H-B and a carrier 
consisting of 20% AC and 80% BMG induced the largest deposits of bone formation， the 
degree of which was superior to al10geneic DBM. 
.Injection of BMP and AC solution was the most reproducible bioassay system and 
implantation method. An osteoinductive bone substitute derived entirely from unlimitedly 
available bovine bones induced bone formation， even in xenogeneic species. The obtained 
results suggest a possibility of clinical applications of xenogeneic bone substitutes combined 
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with BMP in osseous reconstruction and augmentation. 
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genetic Protein ;以下， BMPと略す〉が骨誘導の鍵を握
Crash bovine cortical bone 
Defat in Chloroform/methanol c1・1)， 25"C， 4h 
Demineralize in O.6N HC1， 4"C， 72h 
Lyophi1ize Cdemineralized bone matrix) 
↓ 
Extract in 4M Gu・HClcontaining 

























Ccrude BMP : 0目5MGu・HC1-insolublefraction) 
Fig. 1. Flow diagram of the procedure for separa-





























(重量比〉の 4M塩酸グアニジ γ水溶液〔以下， Gu・HCl
と略す)(4"C， 24時間〉にて非コラーゲン性タンパクを抽
出した.なお， Protease inhibitorとして， lOmM  N-
ethylmaleimideを添加した.抽出液は纏過した後，遠心
分離(40，000Xg，4"C， 15分〉した.そして，上清を透析






精製 BMP: crude BMP)とした.
② Sephacryl S-200によるゲルクロマトグラフィー
0.5M Gu・HCl不溶性画分 150mgを4MGu.HCl/ 
50mM tris一塩酸緩衝液 (pH7.4) 5 mlに溶解し，同じ緩
衝液にて平衡化した SephacrylS-200 (HiLoad™26/60, 
Pharmacia社製〉でゲノレグロマトグラフィーを行った.









CL-6Bカラム (2.6X 10 cm， Pharmacia社製〉に添加し，
吸着したタンパク質を 6M尿素/0.7M塩化ナトリウム
/50 mM  tris塩酸緩衝液 (pH7.4)にて溶出した.流速は






Bovine guanidine/HC1-extract巴dbone matrix residue 
Digest with 1% pepsin/0.1M acetic acid， 4'C， 4Sh 




Extract in 2M CaCI2， 4'C， 24h 
Extract in 0.5M EDTA， 4'C， 24h 
↓ 
Extract in SM LiCl，どC，24h
i 
Extract in distilled water 
↓ 55'C， 24h 
Lyophilize 
CPepsinized bovine bone 
matrix residue gelatin) 
、




Dialyz巴 against0.02M Na2HPO， 
↓ 4'C，4Sh 




Redissolv巴inO.lM acetic acid， 4'C 
↓ 




Dialyze against 0目02MNa2HPO， 
↓ 4'C， 4Sh 




Redissolve and precipitate twice 
↓ in the same way 
Precipitate 
↓ 
Redissolve in 0.5M acetic acid， 4'C 
↓ 
Dialyze against deionized water 
↓ 4'C，4Sh 
Lyophilize 
CBovine bone atelocollagen) 
Fig目 2.Flow diagram of th巴 procedurefor preparation of the bovine bone 







(40，000 X g， 2時間〉を行った.次に，上清を 20mMリ
ン酸水素二ナトリウム (Na2HPO，)に対して透析を行
い，沈殿物を遠心分離(40，000X g， 30分〉にて回収した.












ーゲンを 0.5%加えた溶液と各 BMP画分を混合し 6
匹の成熟した雄の ddYマウスの背部筋肉内に O.lml注













mM  MgCl2 : 0.5 M Tris-塩酸緩衝液・蒸留水=10: 










軟X線写真は， Softex CSM-2を用いて，管電圧 20
KVp，撮影時間 5秒間にて撮影した.





各 BMP画分について Web巴r& Osbornl3)の方法に準
じて SDSポリアグリルアミドゲノレ電気泳動を行った.
10 %のポリアクリノレアミドスラフ叩ゲノレを作成し，試料は



























骨基質残澄ゼラチンニ0:10， 1目 9，2: 8， 5・5，8・2，







とし， BMP画分としては 0.5M Gu.日Cl不溶性画分の Xg， 4"C， 10分〉にて沈殿物を回収した後，凍結乾燥し
場合は 4mg，へパリンに吸着した画分の場合は 100μg た.
を添加した.アルコーノレ沈殿法では 10倍量の 100%ェタ 以上のように作製した各種 BMP添加骨代用材を 6匹
ノーノレ(-20"C)を加え 1時間撹搾し，遠心分離00，000X の成熟した雄の ddYマウスの大腿部筋肉聞に移植した.
g， 4"C， 10分〉した後，蒸留水で十分に洗浄し，凍結乾燥 そして， 2， 3， 4週後に摘出し， BMP活性検定と同様
した.透析法では透析チューブ (SPECTRA/POR 1 にアノレカリフホスファターゼ活性， Ca含量，軟X線所見
MW  cutoff 6，000-8，000， SPECTUM MEDICAL社製〉 および組織学的所見にて骨誘導能を検討した.
を用いて，脱イオン水に対して透析し，遠心分離(10，000
Fig. 3. Photomicrograph of a day-21 implant of allogeneic (mous巴)deminer. 
alized bone matrix. Endochondral ossification d巴velops，and bone 
ossicle (B) surrounds marrow tissue (M). (C) cartilag巴(H-E，x40) 
Fig.4目 Photomicrograph of a day-21 implant of xenogeneic (bovine) 
demineralized bone matrix. There is no evidence of bone induction， 
and the bone matrix particles (P) are surrounded by an inflammatory 











Fig. 5. Roentg巴nogramof a day-21 implant of th巴
crude BMP (2mg) with 0.5% bovine bone 
atelocollagen solution (O.lmJ) by injection 
Fig. 6. Photomicrographs of an implant of the crud巴 BMPwith 0目5%bovine 
bone at巴locollagensolution by injection. Upper: Cartilage (C) is 
conv巴rtinginto bon巴 tissu巴 (B)14 days after injection. Lower : Bone 
marrow (M) is surrounded by bone ossic1es (B) 21 days after injection 
(H-E， X100) 
牛骨由来骨形成因子添加骨代用材の異種移植に関する実験的研究 (341) 
2. BMPの精製 0.5M Gu・HCI不溶性国分が得られた.この画分 2mg
① BMPの抽出 を0.5%牛骨 I型アテロコラーゲン溶液に懸濁し， ddY 
湿重量 1kgの粉砕牛皮質骨より 196gの凍結乾燥脱 マウスの背部筋肉内に注入したところ， 21日目の軟X線
灰骨基質が得られた.これを 4MGu・HCIで抽出し 7 写真では不透過像が認められ，組織学的にも同種脱灰骨
























た (Table1). この F3(G)はO目5MGu・HCI不溶性画
Fig. 7. Gel chromatogram of the 4M Gu・HCI-sol 分 150mgから 32mg得られた.したがって，湿重量 1
uble and 0.5M Gu・HCI-insoluble fraction kgの牛皮質骨より 64mgのF3(G)が得られることに
(crude BMP) on a Sephacryl S-200 column なる.なお， この画分の標準蛋白質の溶出パターンから
(2.6X60cm)ー Standardproteins : ovalbumin 
(43K)， chymotrypsinogen A (25K)， ribonu 推測した分子量は， 30，000から 14，000の聞であり， SDS
cl自民 (13.7K). ポリアクリルアミドゲノレ電気泳動で、は，分子量 35，000か
Table 1. BMP activity Cincidence of bone formation， alkaline phosphatase and calcium 
content) of day-14 implants of DBM*' and various fractions injected with 0.5% 
at巴locollagensolution 
Incidence of Alkaline phosphatase 
bone formation units/mg of protein 
Mouse DBM叫 6/6 4.10士0.25
Bovine DBM叫 。/6 0.61土0.02
4M Gu・HCl-soluble叫
O.5M Gu・HCl-insoluble 6/6 5.68士0.59
0.5M Gu' HCl-soluble 。/6 ND地7
water-insoluble 
wat巴r-soluble 。/6 ND 
Sephacryl S-200" 
Fl(G) 0/6 ND 
F2(G) 。/6 ND 
F3(G) 6/6 5目28士0.25
F4(G) 。/6 ND 
F5(G) 。/6 ND 
Heparin-Sepharose吋
Unbound (Fl(H)) 。/6 ND 
Bound (F2(H)) 6/6 5.68土O目32
Values are mean士SEM
*1 DBl日=d巴mineralizedbone matrix 
*' Implantation of 10mg of lyophilized mouse DBM 
同 Implantationof 10mg of lyophilized bovine DBM 
判 Inj巴ctionof 2mg of each fraction 
本 5 Injection of 500μg of each fraction 
判 Injectionof 50μg of each fraction 
本7 ND=not detected 
Calcium content 
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Fig. 8. SDS polyacrylamide gel electrophorograms. A : crude BMP (0.5M 
Gu"HCHnsoluble)， B : F3(G) fraction， C: F2(H) fraction (H巴parin
-Sephorose bound) consists mainly of Mr 22，000 and 18，500 compo-
nents. D : bovine bone atelocollagen. Standard proteins : phosphor阻
ylase b (94K)， bovine serum albumin (67K)， ovalbumin (43K)， car-













Fig. 9. Heparin affinity chromatogram of the pro聞
tein in the Sephacryl S-200 F3 fraction on a 











ら15，000にわたって染色され， 34，000， 22，000， 14，000 コラーゲン溶液のみであれば， 2 %までは調製可能で
に濃染するバンドが認められた (Fig.8). あったが， O.lml中に BMP画分 2mgと混合した状態
③へパリンアフィニティークロマトグラフィー では，粘調になり過ぎるため 1%以上にすることができ
Sephacryl S-200によって分間した F3(G)について なかったので，コラーゲγ溶液濃度を 1%までとした.
へパリンアフィニティークロマトグラフィーを行L、，二 コラーゲン溶液濃度が 0%から 1%まで変化しても，
峰性の溶出曲線を得た (Fig.9). それぞれの BMP活性 すべて骨誘導は認められ，アルカリフォスファターゼ活
検定を行った結果，へパリンと結合していた F2(H)に 性が 0.75%でピークになったけれども， Ca含量はコラ





















































0.25 0.5 0.75 
Concentration of bone atelocollagen solution (%) 
Fig. 10. Influence of varying concentration of bone atelocollagen solution on BMP activity 14 days after 


















































0.25 0.5 0.75 
Concentration of bone atelocollagensolution (%) 
Fig. 11. Influenc巴 ofvarying conc巴ntrationof bone atelocollagen solution on bon巴tissueyielding activity of 





溶性画分は 0.1% TFAには不溶性であったので， 4M
Gu・HClに溶解した.





② BMP画分，牛骨 I型アテロコラーゲン (AC)およ
びペプシン消化牛骨基質残澄ゼラチン (BMG)の複合
(344) 堀内克啓
上述のごとく， 0.5 M Gu・HCl不溶性画分を牛骨 I型 b) F2(H)画分添加複合材
アテロコラーゲン溶液と混合し注入した場合は，全例に F2(H)画分と牛骨 I型アテロコラーゲンとの複合材
骨誘導を認めたが，単独埋入移植では6匹のうち 2匹し (AC: BMGニ10: 0)では，すべてに骨誘導が認められ，
か骨誘導が認められず，残りの 4匹では移植後2週目に BMP活性も 0.5M Gu.HCl不溶性画分よりも高かった
は移植材は吸収されていた. けれども，組織学的所見では同様に移植片の周囲にのみ
牛骨 I型アテロコラーゲンとの複合材では 6匹のう 骨形成が認められたにすぎなかった (Tabl巴3). 複合方
ち4匹に骨誘導が認められ，単独移植よりも骨誘導頻度 法では，アルコール沈殿法よりも凍結乾燥法の方が
は増加した.複合方法としては，透析法よりもアノレコー BMP活性が高かった.
ノレ沈殿法の方が良好な結果で、あった (Tabl巴 2). しかし BMGとの複合材(AC:BMGニ0・10)においては，
両者ともアルカリフォスファターゼ活性および Ca含量 ACとの複合材よりも BMP活性は低かった (Fig.13). 
は注入法に比べるとかなり低値であった.移植後 3週で そして，骨誘導が生じても ACのように周囲全体ではな
は移植片の周辺部のみにしか骨形成が認められず，内部 く，まばらに散在しているのみであった (Fig.14). 
ではアテロコラーゲンが吸収されずに残っていた (Fig. BMPの担体として ACとBMGとを混合した場合は，
12). AC: BMG二 2: 8でアノレカリフォスファターゼ活性，
Table 2. BMP activity Cincidenc巴 ofbone formation， alkalin巴 phosphatas巴 andcalcium 
content) of day-14 implants of the crude BMP (4mg) and bovine bone atelocol-
lagen (AC) (10mg) 
Incidence of Alkaline phosphatase 
bone formation units/mg of protein 
BMP (alone) 2/6 1.32土0.76
BMP十AC(injection)削 6/6 5.68士0.59
BMP十AC(alcoho]) *' 4/6 1.06土0.26
BMP十AC(dialysis)叫 3/6 。ー71士0.14
Values are mean士SEM
削 Injectionof crude BMP with 0.5% AC solution (O.lmJ) 
*' Implantation of crude BMP and AC combined by alcohol precipitation 
叫 Implantationof crude BMP and AC combined by dialysis 
Calcium cont巴nt
μg/mg of tissue 




Fig. 12. Photomicrograph of a day-21 implant of the crude BMP (4mg) and bovine 
bone at巴locollagen(10mg) (AC: BMG=10 : 0). Bon巴 (B)d巴velopsonly 
around the periphery of tbe implant. Bone atelocollagen (AC) has not be 
resorbed in the center of the implant yet. (H-E， x40) 
(345) 
Table 3. BMP activity Cincidenc巴 ofbone formation， alkaline phosphatase and calcium 
content) of day-14 implants of the h巴parin-boundfraction (F2(H)) (100μg) 
and bovine bone atelocollagen (AC) (10mg) 
Incidence of Alkaline phosphatase 






Injection of F2(H) (50μg) with 0.5% AC solution (0. 1m]) 
Implantation of F2(H) and AC combined by alcohol precipitation 
Implantation of F2(H) and AC combined by lyophi日zation
牛骨由来骨形成因子添加骨代用材の異種移植に関する実験的研究
Calcium content 





F2 (H) (alone) 
















































































ratio of AC : BMG 
Fig. 13. BMP activity Cirにidenceof bone formation， alkaline phosphatase and calcium content) of day-21 implants of 
th巴F2(H)fraction (100μg) and a carrier (10mg) consisting of various ratio of th日bovinebone atelocollagen 
(AC) and pepsinized bovine bone matrix residue gelatin (BMG). Values are mean士SEMof six observations 
10:0 9: 1 8:2 2:8 1: 9 。:10。
Fig. 14. Photomicrograph of a day-21 implant of the F2(H) fraction (100μg) and 
pepsinized bovine bone matrix residue gelatin (G) (10mg) (AC : BMGニ 0:
10). Small bony ossic1e (B) develops among BMG partic1es. (H-E， x40) 












Fig. 15. Photomicrographs of a day-14 implant of the F2(H) fraction and 
carrier (AC: BMG=2 : 8). Upper: Most of BMG particles ar巴 re-
placed by the cartilage (C)， and cartilag巴isconverting into the bone 
tissue (B) at the periphery of the implant. (H -E， X 40). Lower : 
High巴rmagnification of the upp巴r.(H-E， X 100) 
牛骨由来骨形成因子添加骨代用材の異種移植に関する実験的研究
Fig. 16. Photomicrographs of a day-28 implant of the F2 (H) fraction and 
carrier (AC : BMG二 2: 8). Upper : Bon巴marrow(M) is surround巴d
by bone tissu巴 (B)ー (H-E，X40). Lower: Higher magnification of 
the upper. (日 E，x 100) 
Fig. 17. Ro巴ntgenogramsof an implant of the F2(H) fraction and carrier (AC : BMG 
ニ 2目 8).Left : day-14 implant. Right : day-28 implant 
(347) 
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Fig. 18. Photomicrographs of a day-21 implant of the F2(H) fraction and 
carrier (AC : BMG=5・5). Upper: Thick layer of the bone tissue 
(B) develops around the periphery of the implant. (G) Pepsinized 
bovine bone matrix residue g巴latin.(H-E， x40). Low巴r:Higher 





ると考え， これを骨形成因子(タンパク) (Bone Mor目
























電点 8.8の骨誘導因子 (boneinducing factor)を精製
したと報告している.そして， Wozney16)らはこの分子量














































分は水可溶性ではないけれども， 10mM塩酸や 0.1% 
TFAに可溶性であることは 5回の分画沈殿とホロフ
ァイバーによる限外鴻過にて BMPと分子量 14，000の






























































































































































本研究の成果の一部は， 1987年 4月第 41回日本口腔
科学会総会(東京)， 1987年 5月Arbeitsgemeinschait
fur Kieferchirurgie innerhalb der Deutsch巴nGesells. 
chaft fur Zahn-， Mund-und Kieferheikunde (西ドイ
ツ)， 1988年 9月第 33回日本口腔外科学会総会(名古
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